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 リーリンは 3,461 アミノ酸からなる巨大な分泌タンパク質であり、N 末端領域、8 回の繰り返し構造（リーリンリピ
ート; RR）、C末端領域から構成される。リーリンが受容体に結合すると、細胞内タンパク質 Dab1 がリン酸化され、下流
シグナルが活性化される。リン酸化 Dab1 はプロテアソームにより速やかに分解される。リーリンは、RR3 内（N-t）、RR6
と 7 の間（C-t）、C 末端領域内（WC）の 3 カ所で特異的な切断を受ける。N-t 部位での特異的な切断（N-t 切断）を受け
たリーリンの Dab1 リン酸化能は著しく減弱する。したがって、リーリンの N-t 切断を担う酵素を抑制すれば、リーリン
の機能を活性化できると考えられる。 
これまでに当研究室では、リーリン N-t 切断を担う酵素として、分泌型メタロプロテアーゼの A Disintegrin And 
Metalloproteinase with Thrombospondin motif 3（ADAMTS-3）を同定した。ADAMTS-3 ノックアウト（KO）マウスを用い
た解析から、ADAMTS-3 は胎生期と生後早い時期の脳においてリーリン N-t 切断を担う主要な酵素であることが明らかと
なった。しかし、生後脳では ADAMTS-3 以外の酵素の寄与も無視できないことも明らかとなった。 
 本研究の目的は、成体におけるリーリンの N-t 切断抑制が精神神経疾患を改善するか否かを明らかにすることであ
る。そこで、第一部では神経疾患の 1 つであるアルツハイマー病に対する ADAMTS-3 減少の効果の解明を目指した。第二




体特異的に ADAMTS-3 を欠損させた。目的のマウスを作製するため、まず、ADAMTS-3 の exon3 が loxP 配列で挟まれた遺
伝子配列を有する Adamts-3floxマウスと、タモキシフェン（TAM）投与により全身で Cre リコンビナーゼを発現する Rosa26-
CreERT2マウスを交配し、Adamts-3flox/flox;Rosa26-CreERT2/+マウスを得た。このマウスと、アルツハイマー病態型モデルマ




ない Adamts-3flox/flox;AppNL-F/NL-F マウスと Adamts-3flox/flox;AppNL-G-F/NL-G-Fマウスを用いた。これらのマウスが 3 ヶ月齢の時
に、TAM を 6 mg/40 g マウス体重で 5日間連続、腹腔内投与した。定量的 RT−PCR により TAM 投与後の ADAMTS-3 mRNA の
発現量を解析した結果、ADAMTS-3 は約 15%減少していた。 
 TAM 投与後、AppNL-G-F系統のマウスは 5ヶ月齢で、AppNL-F系統のマウスは 12 ヶ月齢で脳組織を摘出した。その後、脳
凍結切片を作製し、抗 Aβ抗体を用いた免疫染色を行い、大脳皮質および海馬を占める Aβの割合を ImageJ で定量した。
その結果、Adamts-3flox/flox;Rosa26-CreERT2/+;AppNL-G-F/NL-G-Fマウスでは対照実験マウスと比較して Aβの割合は減少しなか
ったが、Adamts-3flox/flox;Rosa26-CreERT2/+; AppNL-F/NL-Fマウスでは大脳皮質における Aβの割合が約 40%減少した。以上の
結果より、ADAMTS-3 を減少させれば、大脳皮質で野生型 Aβの沈着を抑制あるいは遅延できることが示唆された。 
 
第二部： 生後脳においてリーリン N-t 切断に寄与する酵素の同定 
 生後脳でリーリンの N-t 切断に寄与する酵素の候補として、ADAMTS-2 と ADAMTS-14 が考えられた。その理由は、（1）
ADAMTS-3と同じ ADAMTSファミリーに属し、構造や基質特異性が類似している、（2）2ヶ月齢のマウスの脳においてADAMTS-
2 と ADAMTS-14 の mRNA が発現しているという報告がある、の二つである。 
 そこで、まず in vitro で、ADAMTS-2 と ADAMTS-14 のリーリン N-t 切断活性を調べた。C末端領域に Myc タグを付加
した ADAMTS-2、ADAMTS-3、ADAMTS-14 のいずれかを発現した HEK293T 細胞培養上清と、人工基質 NR3（リーリンの N末端
領域から RR3 までをもつ）を混合し、一定時間インキュベートした後、N-t 切断断片である NR2 の量を解析した。ADAMTS-
2、ADAMTS-3、ADAMTS-14 を含む培養上清は、Western Blotting（WB）での検出を容易にするため、適宜濃縮した。また、
ADAMTS-2、ADAMTS-3、ADAMTS-14 の共通配列を抗原としてポリクローナル抗体（panADAMTS-2/3/14 抗体）を樹立した。抗
Myc 抗体および panADAMTS-2/3/14 抗体を用いた解析の結果、濃縮した ADAMTS-2 の存在量は ADAMTS-3 よりも多かった。
ADAMTS-14 に関しては、抗 Myc 抗体との反応性と panADAMTS-2/3/14 抗体との反応性が異なっていたため発現量の評価は
困難であったが、ADAMTS-2 や ADAMTS-3 に比較してかなり多いと判断した。リーリン N-t 切断活性については、ADAMTS-3
の方が ADAMTS-2 よりも高い活性を有することが分かった。一方、ADAMTS-14 のリーリン N-t 切断活性は ADAMTS-2 や
ADAMTS-3 と比較して著しく低かった。以上の結果より、ADAMTS-2 はリーリン N-t 切断活性を有することが明らかとなっ
た。 
 次に ADAMTS-2 や ADAMTS-3 のどのドメインがリーリン N-t 切断活性に重要かを調べるため、ADAMTS-2 や ADAMTS-3 の
C 末端から各ドメインまでを欠損させ、C 末端に Myc タグを付加した欠失変異体（M1、M2、M3、M4）を作製し、これらの
リーリン N-t 切断活性を full-length（FL）と比較解析した。ADAMTS-2 については、FL、M1、M2 はリーリン N-t 切断活
性を示したが、M3 は活性が著しく低く、M4 は活性がほとんどなかった。ADAMTS-3 については、M1、M2 はリーリン N-t 切
断活性を示すのに対し、M4 は活性がほとんどなかった。以上の結果より、ADAMTS-2 と ADAMTS-3 のリーリン N-t 切断活性
には、Disintegrin domain および最も N末端側の Thrombospondin motif が重要であることが明らかとなった。 
 生体での ADAMTS-2 のリーリン N-t 切断への寄与を明らかにするため、CRISPR/ Cas9 システムを利用して ADAMTS-2 
KO マウスを作製した。作製した ADAMTS-2 KO マウスは Adamts-2 exon 1 中の 28bp が欠損しており、フレームシフト変異
が生じることが予想される。 
 成体脳における ADAMTS-2 のリーリン N-t 切断への寄与を明らかにするため、2ヶ月齢および 4ヶ月齢の ADAMTS-2 KO
マウスの大脳皮質、海馬、小脳における全長リーリン（FL）量、NR2 量、Dab1 量を WB により解析した。2ヶ月齢 ADAMTS-
2 KO マウスでは、大脳皮質および海馬で NR2 量および Dab1 量が減少した。Dab1 はリン酸化されると速やかに分解され
るため、Dab1 量の減少はリン酸化の亢進、すなわちリーリンシグナルの増強を意味する。また、有意な差はなかったが、
FL量は増加する傾向にあった。小脳では NR2 量や Dab1 量に変化は見られなかった。以上の結果より、ADAMTS-2 は 2 ヶ月
齢のマウス大脳皮質および海馬でリーリン N-t 切断と不活化を担うことが示唆された。 
 4 ヶ月齢の ADAMTS-2 KO マウスでは、2 ヶ月齢の結果と同様、大脳皮質と海馬において NR2 量および Dab1 量が顕著
に減少した。一方小脳では、NR2 量や Dab1 量は減少しなかった。以上の結果より、ADAMTS-2 は 4 ヶ月齢マウス大脳皮質
および海馬でもリーリン N-t 切断と不活化を担うことが明らかとなった。また、小脳では ADAMTS-2 以外の酵素がリーリ
ン N-t 切断を担うことが示唆された。更に、4ヶ月齢 ADAMTS-2 KO マウスは 2ヶ月齢の ADAMTS-2 KO マウスと比較して、
NR2 の割合が減少する傾向にあった。この結果から、ADAMTS-2 は加齢とともにリーリン N-t 切断への寄与が大きくなる可
能性が示唆された。 
 
 本研究により、成体で ADAMTS-3 を減少させれば、大脳皮質で野生型 Aβ の沈着を抑制または遅延できること、およ
び、成体期では ADAMTS-2 もリーリン N-t 切断と不活化を担うことが示唆された。本研究はリーリンの N-t 切断のメカニ






指した。そして、ADAMTS-3 を減少させれば大脳皮質で Aβの沈着を抑制あるいは遅延できること、ADAMTS-3 と同じく
ADAMTS-2 はリーリン切断活性を示すこと、成体期では ADAMTS-3 だけでなく ADAMTS-3 もリーリン切断と不活化を担うこ
となどを示した。本研究はリーリン切断のメカニズムと生理的意義の解明につながるものであり、アルツハイマー病の
新規治療法開発の可能性を示唆する。 これらの知見は、アルツハイマー病発症の分子機構を理解する上で重要であり、
価値ある業績であると認める。よって本研究者は博士（薬学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。 
 
